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Resumo : Dois experimentos foram conduzidos com o objetivo de comparar e avaliar diferentes momentos
de administracdo de eCG associada ou ndo a hCG em protocolos para IATF. No experimento 1 foram
utilizadas 66 fémeas ovinas, divididas em 6 grupos: G1 (controle), G2, G3, G4, G5 e G6. Os implantes
vaginais (60 mg de MAP) permaneceram durante 6 dias e no momento da sua retirada foram administrados
37,5 yg de PGF2a. As ovelhas receberam 400 Ul de eCG no D4 (G3 e G6), D5 (G2 e G5) e D6 (G1 e G4).
Trinta e quatro horas apoés a retirada do implante, foram aplicados 200 Ul de hCG nos grupos G4, G5 e G6.
A IA laparoscépica ocorreu 55 horas ap6és a retirada da fonte de progesterona e o diagnéstico de gestacéo,
35 dias ap6s a inseminacao. Os animais do G1 (27,3%) apresentaram menor taxa de prenhez do que G3
(90,9%), G4 (90,9%), G5 (81,8%) e G6 (81,8%) (P<0,05). No Experimento 2, trinta animais foram divididos
em seis grupos (n=5) e tratados hormonalmente como no experimento 1. Foram realizados exames
ultrassonograficos dos ovarios pela via retal, em intervalos de 12 horas, a partir do D6 até o momento da
ovulacao. O estro foi observado a cada 12 horas, do D6 até o desaparecimento dos sinais de estro. Nao
houve diferenca estatistica entre os grupos em relagao as caracteristicas do foliculo dominante e intervalos
avaliados. A utilizagdo de hCG e a antecipacdo da eCG resulta em melhores taxas de prenhez em ovelhas
deslanadas inseminadas.

Palavras chave : Ovulagéo, Inseminacéo, Prenhez

Different times of administration of eCG with or w ithout hCG in a short protocols for FTAI
on wooless ewes of semiarid

Abstract: Two experiments were conducted in order to compare and evaluate different times of
administration of eCG with or without hCG for TAI protocols. In Experiment 1, 66 ewes were used and
divided into 6 groups: G1 (control), G2, G3, G4, G5 and G6. Intravaginal sponges (60 mg of MAP) were
inserted in ewes for 6 days and at the time of sponge withdrawal 37.5 mg of PGF2a were administered.
Administration of 400 IU eCG occurred at D4 (G3 and G6), D5 (G2 and G5) and D6 (G1 and G4). Thirty-four
hours after sponge withdrawal 200 IU hCG were administered to groups G4, G5 and G6. The laparoscopic
artificial insemination occurred 55 hours after sponge withdrawal. Pregnancy diagnosis was performed 35
days after inseminations. The G1 (27.3%) showed a lower pregnancy rate than G3 (90.9%), G4 (90.9%), G5
(81.8%) and G6 (81.8%) (P<0.05). In Experiment 2, thirty animals were divided into 6 groups (n = 5) and
hormonally treated as was in Experiment 1. Transrectal ovarian ultrasonography was done at intervals of 12
hours from D6 until ovulation. Signs of estrus were observed from D6 until the disappearance of the signs of
estrus, in intervals of 12 hours. There was no statistical difference between the groups regarding the
characteristics of the dominant follicle and intervals evaluated. Use of hCG and/or anticipation of eCG results
in better pregnancy rates in inseminated ewes.
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Introducao

A inseminacdo artificial € uma biotécnica
gue tem sido cada vez mais utilizada na industria
dos animais de producdo (ANEL et al., 2005).
Essa pratica possibilita alcancar melhores
resultados como maior produtividade, maximizar
0 uso de reprodutores de alta qualidade, facilitar o
manejo, além de evitar a transmisséo de doengas
infectocontagiosas dentro do rebanho (MONREAL
et al., 2011).

Em ovinos, a inseminacdo pela via
laparoscopica é uma opcdo para driblar as
barreiras existentes no trato reprodutivo da fémea
como 0s anéis cervicais. Essa técnica permite a
deposicdo do sémen diretamente no interior do
Gtero, utilizando doses em menores
concentracdes, obtendo melhores resultados com
sémen criopreservado (GHALSASI et al., 1996;
GILBERTI & MONREAL, 2008).

Para a pratica da inseminacéo artificial faz-
se necessario a utilizacdo de protocolos para
sincronizacdo de estro e ovulacdo (FREITAS et
al., 1997) que podem ser longos (MILCZEWSKI et
al., 2000) ou curtos (EMSEN et al.,, 2011). Os
tratamentos para sincronizacdo de estro
consistem em uma injecdo de baixa dose de
gonadotrofinas no final do tratamento com
progesterona, a fim de manipular o ciclo estral
(CARLSON et al., 1989; CONTRERAS-SOLIS et
al., 2009; ABECIA et al., 2012).

Atualmente o horménio amplamente
utilizado para aumentar a fertilidade em ovelhas é
a eCG (BARRET et al., 2004; ALI, 2007). A eCG
induz mais eficientemente o estro antecipando e
sincronizando o estro e inseminacdo, além de
aumentar a prolificidade pela melhor resposta
ovariana e taxa de ovulacdo (RODRIGUES et al.,
2004). Existem, porém, varios fatores que
influenciam os efeitos da eCG como, fotoperiodo
(LANGFORD et al, 1983), concentragéo,
formacdo de anti-eCG (GUERRA, 2000) e
momento de administracdo. Ha evidéncias de que
a administracdo de eCG dois dias antes da
retirada do aporte de progesterona melhora a
sincronizacdo da ovulacdo e aumenta a taxa de
fertilidade em ovelhas (ALI, 2007).

Associada a eCG e a P4, podem ser
administradas a prostaglandina F2a (MUTIGA &
MUKASA-MUGERWA, 1992; DIAS, et al., 2000) e
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a hCG (DRIACOURT et al., 1992; DE RENSIS et
al., 2008). A hCG possui funcdo similar ao LH
(GOMEZ-BRUNET et al., 2007) e tem sido
utilizada em protocolos de IATF para induzir a
ovulacdo, aumentar os niveis plasmaticos de
progesterona e fertiidade (DE RENSIS et al,
2008).

Objetivou-se por meio desse estudo
comparar e avaliar diferentes momentos de
administracdo de eCG associada ou ndo a hCG
em protocolos curtos para IATF avaliando os
parametros de tamanho do foliculo, manifestacéo
de cio e duracdo, momento da ovulacdo e taxa de
prenhez.

Material e métodos

Experimento 1
Local e manejo

O experimento foi conduzido entre marco e
abril de 2012, na Estacédo Experimental da EBDA
localizada no municipio de Nova Soure, Bahia,
Brasil, situada a 11°13'58”"S e 38°28'58"0, com
clima semiarido, precipitagdo média anual de 400
mm e temperatura média de 25 °C.

Os animais foram mantidos sob sistema
semi-intensivo de criacdo, permanecendo durante
o dia em pastos de capim buffel (Cenchrus
ciliaris), com sal mineral e agua ad libitum.
Animais e tratamentos

Foram utilizadas 66 fémeas ovinas néo
gestantes, da raca Santa Inés, entre dois e quatro
anos de idade, clinicamente sadias, com escore
corporal entre dois e meio e trés (escala de um a
cinco), segundo a classificagdo de Thompson &
Meyer (1994). Os animais foram divididos
aleatoriamente em 6 grupos experimentais de
acordo com o quadro 1.

Inseminacao Artificial

Os animais foram inseminados por via
laparoscopica 55 horas apos a retirada do
implante contendo MAP. Foi utilizado sémen
criopreservado na concentracdo de 100 x 10°
espermatozoides por dose, proveniente de um
carneiro da raca Santa Inés com comprovada
fertilidade e congelabilidade do sémen. O sémen
foi descongelado em agua a 37 °C por 30
segundos e as palhetas contendo as doses foram
colocadas em bainhas para inseminacao (Aspic®,
IMV, Franga). Os animais foram previamente
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tratados com anestesia dissociativa composta de
4% de cloridrato de xilazina (Dorcipec®, Vallée,
Brasil)), 20 % de cloridrato de ketamina
(Vetenarcol®, Konig, Argentina) e 76% de solucéo
salina, na dosagem de 1 mL/kg de peso e,
posteriormente apds a tricotomia, receberam 2mL
de cloridrato de lidocaina a 2% (Anestésico
Bravet® Bravet, Brasil) no local da introducéo dos
trocateres.  Preventivamente, cada animal
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recebeu 10 mg/kg de peso vivo de oxitetraciclina
LA (Terramicina LA®, Pfizer, Brasil) pela via
intramuscular. Apds as insemina¢des, 0s animais
tiveram as feridas cirlrgicas tratadas com spray
cicatrizante (Bactrovet Prata AM®, Konig, Brasil) e
repelente contra insetos (Valléecid Spray,®
Vallée, Brasil), persistindo com o tratamento uma
vez ao dia até completa cicatrizacao.

Quadro 1 - Protocolos curtos com diferentes momentos de administracdo de eCG associada ou ndo ao

hCG
Grupos Protocolos
G1 - controle DO: Insercéo do implante vaginal impregnado com MAP (Progespon®, MSD, Brasil).
(n=11) D6: Retirada do implante; Administracéo de 400 Ul de eCG (Novormon®, Intervet,
B Brasil) e 37,5 pg de PGF,, (Prolise®, Tecnopec, Brasil).
G2 DO: Insercdo do implante contendo MAP.
(n=11) D5: Administra¢é@o de 400 Ul de eCG.
B D6: Retirada do implante e administracéo de 37,5 uyg de PGF2a.
G3 DO: Insercdo do implante contendo MAP.
(n=11) D4: Administragdo de 400 Ul de eCG.
- D6: Retirada do implante e administra¢do de 37,5 pg de PGF2a.
DO: Insercdo do implante contendo MAP.
G4 D6: Retirada do implante; Administracdo de 400 Ul de eCG e 37,5 pug de PGF2a.
(n=11) D7: Administrag&o de 200 Ul de hCG (Vetecor®, Hertape Calier, Brasil), 34 horas
apos a retirada do implante.
DO: Insercdo do implante contendo MAP.
G5 D5: Administracdo de 400 Ul de eCG.
(n=11) D6: Retirada do implante e administracéo de 37,5 uyg de PGF2a.
D7: Administragdo de 200 Ul de hCG, 34 horas ap6s a retirada do implante.
DO: Insercdo do implante contendo MAP.
G6 D4: Administracdo de 400 Ul de eCG.
(n=11) D6: Retirada do implante e administracéo de 37,5 uyg de PGF2a.
D7: Administracao de 200 Ul de hCG, 34 horas apés a retirada do implante.

Colheita de sangue e dosagem hormonal

Sete dias apés a inseminacdo foi feita a
colheita das amostras de sangue por venopung¢éo
jugular, em tubos a vacuo heparinizados para
realizacédo

da dosagem plasmatica de progesterona. Os
tubos foram mantidos refrigerados até a
centrifugacao (1200xg/10 minutos) com
separacao do plasma. O plasma foi mantido
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congelado até o momento da quantificagcdo
hormonal. As dosagens plasmaticas foram
realizadas utilizando-se kits comerciais (Access
Progesterone®, Scalnlab Diagnética Ltda, Brasil)
pelo método de quimioluminescéncia. Os valores
de progesterona abaixo de 1 ng/mL foram
considerados indicativos de inatividade luteal.
Diagnéstico de gestacéo

Trinta e cinco dias apés a inseminacao,
todas as ovelhas inseminadas foram submetidas
a exame ultrassonogréfico, utilizando-se um
ultrassom (Aloka SSD 210, Aloka, Japao) com
transdutor linear de 5 MHz, acoplado a um
suporte rigido, por via transretal.

Experimento 2
Local, manejo e animais utilizados.
Foram utilizados 30 animais da raca Santa

Inés, ndo gestantes, com idades entre 1,5 e 4
anos, clinicamente sadias. O trabalho foi
realizado entre maio e junho de 2012, no setor de
ovinocultura da Universidade Federal do
Reconcavo Bahia, localizada no municipio de
Cruz das Almas, Bahia, Brasil, situada a
12°40'12”"S e 39°06'07"0, precipitagdo média
anual de 1.600 mm e temperatura média de 24,5
°C. As ovelhas foram mantidas em sistema semi-
intensivo de criacdo, permanecendo em pastos
de Brachiaria decumbens e sendo suplementadas
com 200 g/animal/dia de racdo comercial.
Tratamentos

As 30 fémeas foram divididas
aleatoriamente em seis grupos experimentais
(n=5) e tratadas hormonalmente de acordo com
0s animais do experimento um (Quadro 1).
Exame ultrassonografico

Utilizou-se  equipamento  (Aquila, Pie
Medical, Holanda) com transdutor linear de 7,5
MHz acoplado a um suporte rigido para facilitar a
introducdo do transdutor e sua manipulacdo na
ampola retal. Previamente a execucdo do exame,
a fémea foi colocada em um tronco de contencéo
e, a ampola retal esvaziada e preenchida com
mucilagem (solucéo aguosa de
carboximetilcelulose) a fim de facilitar a
ultrassonografia pelo melhor contato da probe
com a mucosa  retal. Os exames
ultrassonograficos dos ovarios foram realizados
em intervalos de 12 horas, a partir da retirada do
aporte de progesterona at¢é o momento da
ovulacgéo.
Observacéao de estro
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O estro foi observado a cada 12 horas a
partir da retrada do implante contendo
progesterona até o desaparecimento dos sinais
de estro. As observacbes foram realizadas com
auxilio de um rufido que era mantido junto com as
fémeas durante 30 minutos.

Andlise estatistica dos experimentos 1 e 2

Os resultados dos experimentos 1 e 2
foram analisados com auxilio do pacote
estatistico SPSS 13.0 para Windows (2004). Para
verificar a diferenca entre os grupos quanto a
porcentagem de fémeas gestantes, foi utilizado o
Teste do Qui-quadrado, com nivel de significAncia
de 5%. A andlise de variancia foi realizada para
verificar diferencas significativas entre as médias
dos tratamentos em relacdo a dosagem
plasmatica de progesterona, diametro do foliculo
dominante, taxa de crescimento folicular e
caracteristicas como iniestro do estro, tempo de
ovulacéo e duracao do estro.

Resultados

Experimento 1

Das 66 ovelhas, 72,7% ficaram gestantes
apos a lA. Arelacao das taxas de prenhez entre
0S grupos encontram-se dispostos na Tabela 1.

Os animais do grupo G1 (controle)
apresentaram menor porcentagem de fémeas
gestantes em relacdo aos outros grupos (P<0,05).
Quanto as dosagens plasmaticas de
progesterona, o0s resultados ndo diferiram
(P>0,05) entre os grupos (G1 = 6,93; G2 = 5,18;
G3 =5,08; G4 = 6,60; G5 = 5,40 e; G6 = 6,18).
Apenas uma ovelha apresentou concentragcdo
abaixo de 1 ng/mL (G5).

Experimento 2

Os grupos ndo apresentaram diferencas
significativas em relacédo aos intervalos avaliados
assim como o tamanho do foliculo pré-ovulatério
e taxa de crescimento folicular como mostram as
Tabelas 2 e 3.

Cinco animais ndo apresentaram estro e
nem ovularam (um do G2, um do G3, dois do G5
e um do G6), por tanto nao foram incluidos
nessas analises.
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Tabela 1 - Taxa de prenhez entre os grupos tratados com diferentes protocolos curtos para IATF.

Grupos % fémeas gestantes
G1 27,3 (3/11)°
G2 63,6 (7/11)*"
G3 90,9 (10/11) °
G4 90,9 (10/11) °
G5 81,8 (9/11)°
G6 81,8 (9/11)°

Valores em coluna com diferentes letras indicam diferenga estatistica (P<0,05)

Tabela 2 - Médias e desvios padréo dos intervalos avaliados (horas) entre os grupos (Ret P4 —

Momento

da retirada do implante de progesterona).

Grupos Ret P4 — Inicio do Ret P4 — Ovulacdo Iniestro do estro Duracao do
estro - Ovulacao estro
G1 27,60 + 10,042 51,60 + 10,04° 18,0 + 8,48° 27,60 + 15,64°
G2 24,00 + 6,922 52,50 + 7,55° 24,00 + 6,92° 24,00 + 15,49°
G3 27,00 + 6,00% 57,00 + 11,48" 24,00 + 6,92° 24,00 + 6,92°
G4 30,00 + 0,00° 49,20 + 6,57° 13,20 £ 6,57° 32,40 + 15,64°
G5 18,00 + 12,007 42,00 + 12,00° 18,00 + 0,00° 26,00 + 6,92°
G6 21,00 + 6,00% 51,00 + 6,00" 24,00 + 6,92° 24,00 + 6,92°

Valores em coluna com diferentes letras indicam diferenga estatistica (P>0,05).

Tabela 3- Médias e desvios padrdo do tamanho do foliculo pré-ovulatério e taxa de crescimento folicular.

Tamanho do foliculo

Grupos . ‘s Taxa de crescimento folicular
pré-ovulatorio (mm)
G1 6,93 + 0,472 0,90 + 0,43°
G2 6,60 + 0,352 0,65 + 0,30°
G3 6,65 + 0,682 0,94 + 0,40°
G4 6,56 + 0,502 0,88 + 0,45°
G5 6,40 + 0,202 0,97 +0,60°
G6 8,57 + 2,472 1,25 +0,63"°

Valores em coluna com diferentes letras indicam diferenga estatistica (P>0,05).

Discussao

A eficiéncia da eCG pode ser influenciada
pelo momento de sua aplicacdo em protocolos de
sincronizacdo. De acordo com o presente estudo,
a administracdo de 400 Ul de eCG dois dias
antes da retirada da fonte de progesterona,
aumentou a taxa de prenhez em ovelhas
deslanadas. Ali (2007) observou que a
antecipa¢éo da eCG resultou na reducdo precoce
do nimero de foliculos menores, acompanhada

pelo aparecimento de foliculos médios e grandes,
aumentando a producdo de estrégeno e levando
a uma antecipacdo dos sinais de estro,
possibilitando melhores taxas de ovulacdo e
fecundagdo. Em outro estudo, a utilizacdo de 500
U de eCG levou a um aumento da
esteroidogenese folicular, aumentado a producgéo
de estradiol e progesterona, auxiliando na
manutencdo da gestacdo (BARRET et al., 2004).
Com a antecipacdo da aplicacdo de eCG
48 horas antes da retirada do implante, houve um
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aumento na taxa de prenhez, porém nao foram
observadas diferencas em relacdo aos intervalos
entre a retirada do implante, inicio do estro,
ovulacéo e duracao de estro.

A  maioria dos  protocolos para
sincronizacdo da ovulacdo utilizam apenas
progesterona, PGF,, e eCG (MARTEMUCCI &
D'’ALESSANDRO, 2011; ABECIA, FORCADA &
GONZALEZ-BULNES., 2012). Devido aos
insucessos em programas de IATF, com
pulverizacdo do tempo de ovulagdo, seguida de
baixas taxas de prenhez, varios estudos foram
realizados, alterando momentos de administracédo
de eCG (ALIl, 2007) ou utilizando a hCG para
estimular a ovulagdo (MAFFILI, 2005). Os
resultados obtidos mostraram que a utilizacdo da
hCG em protocolos curtos de sincronizagdo
aumenta as taxas de prenhez em ovelhas
inseminadas (G4 = 90,9%; G5 = 81,8%; G6 =
81,8%; P<0,05. Esse melhor resultado utilizando-
se hCG para aplicacdo da IATF também foi obtido
por De Rensis et al. (2008) em tratamentos para
inducdo da ovulacdo em vacas com obtencdo de
78% de prenhez. A hCG possui funcao similar ao
LH, porém este hormdnio possui uma meia vida
curta podendo levar a um desenvolvimento
incompleto do foliculo ovulatério, dando origem a
um corpo lateo menos funcional (DE RENSIS et
al., 2008). A hCG age independente a hipdfise,
possui maior longevidade que o LH enddgeno
(KINSER et al., 1983), estimula a ovulacdo do
foliculo pré-ovulatério e pode ainda, auxiliar na
ovulacdo de outros foliculos para formacédo de
corpos lGteos acessorios, aumentando
concentracdo de progesterona plasmatica
(WALLACE et al., 2011). Além disso, a hCG
aumenta a vascularizagdo do foliculo pré-
ovulatorio resultando em maiores taxas de
prenhez (SILVA et al., 2006; ROMANO et al,
2012).

Apesar dos achados obtidos por outros
autores (DE RENSIS et al., 2008; Wallace et al.,
2011), no presente trabalho n&o verificou-se
diferenca entre o0s grupos em relacdo a
ocorréncia de dupla ovulacdo (experimento 2).

Os animais do experimento 1 néo
apresentaram  diferenca em relagdo a
concentracdo plasmatica de progesterona (D7
apés |A), porém houve diferenca na taxa de
prenhez. Este fato pode ter ocorrido devido a
acao luteotrofica da hCG (FONSECA et al.,
2005), estimulando um melhor desenvolvimento e
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formagdo do corpo Idteo, evitando a sua
regressdo. Segundo Farin et al. (1988), essa
gonadotrofina esta associada ao aumento da
propor¢cdo de células luteais esteroidogénicas
maiores (22 a 30 uym de didmetro) as quais sao
principais produtoras de P4 end6gena.

Conclusodes

A utilizacdo antecipada da eCG elou a
administracdo de hCG, aumenta a taxa de
prenhez em ovelhas submetidas a protocolos
curtos para sincronizacdo e inducdo de
estro/ovulagdo em programas de IATF.
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